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Abstract Eleven species of yellow-flowered Camellia were analyzed using random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) markers. Fourteen decanucleotide primers of arbitrary sequences 
were selected from 140 primers for DNA amplification. 201 bands were used as markers. 
Based on the RAPD data, a phenogram has been constructed. The result shows that: (1) 
C. micrantha and C. fusuiensis are closely related to C. achrysantha; (2) C. chrysan- 
thoides and C. grandis form a monophyletic group with C. xiashiensis; (3) There is a 
close relationship among C. longzhouensis, C. ptilosperma, C. longruiensis, which form 
another monophyletic group; (4) C. impressinervis is highly divergent from all the other 
taxa. 
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搞 要 ”利用 随机 扩 增 多 态 性 DNA (RAPD) 技术 分 析 了 11 种 金 花茶 植物 , 即 : 龙 州 金 花 茶 Camellia 
longzhouensis ].Y.Luo, 弄 岗 金 花茶 C. longgangensis C.F.Liang et S.L.Mo, 大 样 金 花茶 C. grandis (C， 
F, Liang et S.L. Mo)H.T.Chang et S.Y. Liang, 扶 绥 金 花茶 C. fusuiensis S.Y. Liang et X.].Dong, 中 东 
金 花茶 C.achrysantha H.T.Chang et S.Y.Liang, 小 花 金 花茶 C. micrantha S.Y.Liang et Y.C.Zhong, 薄 
叶 金 花茶 C， chrysanthoides H.T.Chang, 毛 籽 金 花茶 C. ptilosperma S.YY. Liang et Q.D. Chen， 陇 瑞金 花 
茶 C，longruiensis S.Y.Liang et X.J.Dong, 四 脉 金 花茶 C. impressinervis H.T,Chang et S.Y.Liang 和 夏 
石 金 花茶 C. xiashiensis S.Y.Liang et C.Z.Deng。 选 用 14 个 引物 (10 bp) 扩 增 出 201 个 DNA 片段 ,用 于 
种 间 遗 传 相似 性 分 析 , 构建 系统 发 育 树 图 。 分 析 结 果 表明 : (1) 小 花 金 花 茶 、 扶 绥 金 花茶 与 中 东 金 花茶 
之 间 的 关系 较 近 ; (2) 大 样 金 花茶 、 薄 叶 金 花茶 和 夏 石 金 花茶 之 间 的 关系 较 近 ; (3) 龙 州 金 花茶 、 毛 籽 金 
花茶 、 陇 瑞金 花茶 和 弄 岗 金 花茶 之 间 的 关系 较 近 ; (4) 凹 脉 金 花 茶 与 其 他 各 种 关系 相对 较 远 。 
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山茶 属 植物 中 开 黄 花 的 种 类 统称 为 金 花茶 植物 。 金 花茶 是 重要 和 著名 的 花卉 资源 ， 
自 70 年 代 末 以 来 一 直 受 到 植物 学 界 和 园艺 学 界 的 关注 。 关 于 金 花茶 植物 的 形态 解剖 、 核 
型 以 及 花粉 形态 等 方面 已 开展 了 较 多 的 研究 ( 张 文 驹 , 闵 天 禄 , 1995; 梁 盛 业 等 , 1993; 
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Hao et al. ,1993)。 由 于 有 关外 部 形态 各 方面 的 研究 至 今 未 能 解决 金 花茶 植物 的 分 类 与 
系统 学 问题 ,对 金 花茶 植 物 各 分 类 群 的 分 类 位 置 及 系统 关系 等 问题 各 学 者 在 处 理 上 一 直 
存在 着 较 大 分 层 ( 张 宏 达 , 1996; 闵 天 禄 , 张 文 驹 , 1993; 时 创 兴 , 许 兆 然 , 1992; 梁 盛 业 ， 
1990)。 

90 年 代 以 来 ,随机 扩 增 多 态 性 DNA(RAPD) 分 析 已 被 证 明 为 植物 遗传 多 样 性 研究 和 
系统 学 研究 的 一 个 有 用 而 简便 的 工具 (Buren et al., 1994; Dawson et al.，1993; 
Williams & St. Clair, 1993; Brauner et al., 1992)。 它 具有 成 本 低 、 分 析 速 度 快 、 仅 需要 
极 微量 的 DNA 即 能 获得 丰富 的 多 态 性 特征 等 优点 , 已 被 广泛 应 用 于 属 下 等 级 的 分 类 及 
进化 等 方面 的 研究 (Demeke & Adams，1994)。 我 们 利用 RAPD 分 析 研究 了 11 种 金 花 茶 
植物 , 即 : 龙 州 金 花茶 Camellia longzhouensis J.Y. Luo, 弄 岗 金 花茶 C. longgangensis C， 
F. Liang et S.L. Mo, 大 样 金 花茶 C. grandis (C.F. Liang et S.L.Mo)H.T.Chang et S. 
Y. Liang, 扶 绥 金 花茶 C，fusuiensis S.Y.Liang et X.J. Dong, 中 东 金 花茶 C.achrysantha 
H.T.Chang et S.Y. Liang, 小 花 金 花茶 C. micrantha S.Y. Liang et Y.C.Zhong, 薄 叶 金 
花茶 C.， chrysantpoides H.T. Chang, 毛 籽 金 花茶 C. ptilosperma S.Y.Liang et Q.D. 
Chen, 陇 瑞金 花茶 C. longruiensis S.Y.Liang et X.J.Dong, 四 脉 金 花茶 C. impressinervis 
RH.T.Chang et S.Y. Liang 和 夏 石 金 花 茶 C. ziashiensis S.Y.Liang et C.Z. Deng, 目的 在 
于 为 解决 它们 的 分 类 问题 提供 新 的 分 子 证 据 , 同时 为 金 花茶 植物 种 质 资源 的 保护 和 利用 
提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 
龙 州 金 花茶 等 11 种 植物 材料 来 源 见 表 1, 凭证 标本 藏 于 中 山大 学 植物 标本 室 (SYS)。 




















表 1 材料 来 源 
Table 1 The origin of materials 

名 称 样品 株数 采集 地 凭证 

Names Number of plants collected Origin Voucher 
C. longzhouensis 10 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S.Q. 95006 
C. longgangensis EE 新 竹 苗 转 , 广西 Xinzhu, Guangxi TANG S.Q. 95017 
C. grandis 1 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S.Q. 95012 
C. fusuiensis 10 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S.Q. 95001 
C. achrysantha 10 新 竹 苗 团 ,广西 Xinzhu, Guangxi TANG S.Q, 95011 
C. micrantha 10 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S$.Q. 95020 
C. chrysanthoides 5 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S.Q. 95007 
C. prilosperma 10 新 竹 苗 围 , 广西 Xinzhu, Guangxi TANG S.Q. 95005 
C. longruiensis 10 南宁 树木 园 , 广西 Nanning, Guangxi TANG S.Q. 95002 
C. impressinervis 10 南宁 树木 园 ,广西 Nanning, Guangxi TANG S. Q. 95003 
C. xiashiensis 5 新 竹 苗 轩 ,广西 Xinzhu, Guangxi TANG S.Q. 95015 


1.2 植物 DNA 提取 
分 别 剪 取 所 采集 的 同一 种 植物 各 株 的 叶子 ,混合 得 0.5 一 1.0 g 叶 用 于 DNA 提取 。 
采用 CTAB 法 (Doyle et cz . ,1987) 提 取 总 DNA。DNA 纯化 按 下 列 步 又 进行 :DNA TE 溶 
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液 加 入 1% 体 积 的 RNA 酶 (10 mg/mli),37 保温 45 min; 加 入 3 倍 体积 的 6 mol/L Na- 
Cl 约 4 由 琉 璃 粉 TE 溶液 , 混 匀 ,放置 5 min( 中 间 摇 动 几 次 ); 5000 rpm 离心 3 min, 去 上 
清 液 ; 加 洗 液 ( 含 0.2 mol/L NaCl; 10 mmol/L Tris-HCl, pH8.0; 1 mmol/L EDTA;50% 
乙醇 )150 jl, 混 匀 ,4000 rpm 离心 1 min, 去 上 清 液 , 重复 清洗 3 次 ; 晾 干 ,加 50 pl 1 x TE; 
50 亿 保温 20 min; 10000 rpm 离心 10 min, 将 上 清 液 移 至 新 管 , 弃 沉淀 , - 20 立 保 存 。 
1.3 DNA 扩 增 

扩 增 条 件 如 下 :每 15 赂 反应 体积 含 1 x Taq 酶 buffer( 华 美 生物 工程 公司 ); 约 10 一 
15 ng 总 DNA; 2.0 mmol/L MgCb;100 pmol/L 的 各 dATP,dCTP,dGTP, dTTP( 华 美 生 
物 工程 公司 ); Taq 酶 1 个 单位 (A 组 .C 组 引物 用 华美 生物 工程 公司 产品 ,B 组 .G 组 引物 
用 Promega 公司 产品 ), 1/10 反应 体积 的 引物 (Operon 公司 产品 )。 对 照样 品 加 除 总 DNA 
以 外 的 以 上 各 成 分 ,用 双 蒸 水 代替 总 DNA。 

在 PCR 仪 (Perkins-Elmer Cetus model 480) 上 按 下 列 程序 进行 扩 增 :94C，5 min, 一 
个 循环 ;94 蕊 ，1 min ，35 筷 ,1 min，72C ，2 min, 45 个 循环 ;72 人 C7 min， 一 个 循环 。 

PCR 结果 检测 : 取 10 pl 样 于 1.4% 琼 脂 糖 凝 胶 , 1 x TAE 缓冲 溶液 中 电泳 , 稳 下 
(4V/em) 电 泳 约 4 h 30 min, 1kb Ladder DNA( 美 国 , 生命 技术 公司 ) 用 作 分 子 量 标准 ; 凝 
胶 在 0.5 yg/ml EB( 溴 化 乙 锭 ) 溶 液 中 染色 约 40 min, 紫外 光 下 检测 , 公元 黑白 胶卷 照相 。 

PCR 扩 增 反应 均 重 复 一 次 , 对 扩 增 产物 DNA, 带 者 记 作 1, 缺乏 则 记 作 0, 选取 长 度 在 
200 一 2200 bp 并 且 可 重复 的 DNA 带 (包括 强 带 和 弱 带 ) 记 录 , 竺 分析。 采用 Jaccard 
(1908) 相 似 系数 计算 种 间 遗 传 相似 程度 ,用 UPGMA 法 (Sneath 有 & Sokal，1973) 对 各 个 种 
间 的 相似 性 系数 进行 聚 类 分 析 。 用 以 Basic 语言 编写 的 程序 ( 钟 扬 等 , 1990) 进 行 计算 。 


2 结 果 


对 7 组 共 140 个 随机 引物 (10 个 核 苷 酸 长 ) 进 行 筛选 , 仅 选 用 能 得 到 清晰 扩 增 带 、 对 
照 无 假 带 , 或 扩 增 假 带 弱 加 总 DNA 后 这 些 假 带 消失 的 引物 用 于 正规 的 RAPD 扩 增 , 共 选 
择 了 14 个 引物 ( 表 2) 进 行 正 式 的 扩 增 。 但 大 样 金 花茶 缺 OPB-08、OPB-17 和 OPG-11 等 
3 个 引物 。 

表 2 引物 及 其 序列 


Table 2 The primers and their sequences 








引物 序列 (5 -3 ) 引物 序列 (5 -3 ) 
Primers Sequence(5 -3 ) Primers Sequence(S -3 ) 
OPA-01 CAGGCCCTTC OPC-04 CCGCATCTAC 
OPA-11 CAATCGCCGT OPC-08 TGGACCGGTG 
OPA-13 CAGCACCCAC OPC-11 AAAGCTGCGG 
OPA-14 TCTGTGCTGG OPG-03 GAGCCCTCCA 
OPA-15 TTCCGAACCC OPG-05 CTGAGACGGA 
OPB-08 GTCCACACGG OPG-06 GTGCCTAACC 
OPB-17 AGGGAACGAG OPG-11 TGCCCGTCGT 











采用 14 个 引物 对 11 个 分 类 群 的 总 DNA 进行 扩 增 , 共 得 到 201 条 可 区 分 的 DNA 带 ， 
最 少 的 在 引物 OPA-13 只 获得 了 3 条 带 ,最 多 的 在 引物 OPA-01 得 到 了 22 条 带 , 平均 每 个 
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引物 产生 了 约 14 条 带 , 其 中 引物 OPC-11 扩 增 结果 见 图 1。 每 一 DNA 片段 被 看 作 一 个 可 
区 分 的 分 子 标记 , 用 于 计算 各 分 类 群 间 的 相似 程度 , 结果 见 表 3。 

















图 1 由 引物 OPC-11 扩 增产 生 的 RAPD 带 型 (图 上 面 的 数字 代表 的 种 见 表 3。M: 1kb Ladder DNA Marker) 
Fig,1 RAPD profiles generated by primer OPC-11 {The number on top refers to 
the species listed in Table 3. M: 1kb Ladder DNA Marker) 


表 3 11 个 分 类 群 间 的 Jaccard 相似 性 系数 


Table 3 Similarity among 11 taxa according to the Jaccard coefficient of similartity 








No. Taxa 1 2 三 4 5 6 7 8 a 10 11 
1 C. longzhouensis 1 
2 C. longgangensis .462 1 
: C. grandis .326 .266 1 
4 C. fusuiensis .304 .370 .327 1 
5 C.achrysantha ,393 .345 .330 .404 1 
6 C. micrantha .356 .380 .390 .560 .457 1 
4 C.chrysanthoides -306 .271 .511 .410 .325 .459 1 
8 C. ptilosperma .470 .400 .297 .384 .359 .419 .330 1 
C. longruiensis .436 .349 .290 .350 .340 .340 .336 .447 1 
10 C, impressinervis -294 .307 .221 .371 .290 .324 .258 .318 .300 1 
11 C. xiashiensis .302 .292 .378 .410 .371 .388 .471 .291 .308 .330 


根据 这 些 种 间 Jaccard 相似 性 系数 ,采用 UPGMA 法 进行 聚 类 分 析 , 得 到 一 树 状 分 支 
图 (图 2)。 小 花 金 花茶 、 扶 绥 金 花茶 与 中 东 金 花茶 之 间 的 关系 较 近 , 大 样 金 花茶 、 薄 叶 金 
花茶 和 夏 石 金 花茶 之 间 的 关系 较 近 , 龙 州 金 花茶 、 毛 籽 金 花茶 、 陀 瑞金 花茶 和 和 弄 岗 金 花茶 
之 间 的 关系 也 较 近 , 它们 各 自 形 成 姐妹 群 关系 , 而 唯 有 止 脉 金 花 蔡 与 其 它 各 种 之 间 的 关系 
相对 较 远 。 


3 讨论 
关于 金 花茶 植物 的 分 类 学 问题 ,长 期 以 来 存在 着 争议 。 张 宏 达 (1996，1991) 、 叶 创 
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兴 和 许 兆 然 (1992)、 闵 天 禄 和 张 文 驹 (1993) 对 金 花茶 植物 的 形态 学 、 细 胞 学 等 方面 进行 了 
研究 ,并 各 自作 了 某 些 订正 。 梁 盛 业 等 (1993) 出 版 了 金 花茶 专著 。 对 金 花茶 植物 的 地 理 
分 布 .分 类 .花粉 形态 、 木 材 构造 、 叶 解剖 \ 核 型 等 方面 作 了 总 结 。 以 上 学 者 对 本 研究 所 涉 
及 的 10 种 金 花 茶 植物 (四 脉 金 花茶 除外 ) 的 分 类 处 理 分 歧 很 大 ( 表 4)。 

表 4 对 11 种 金 花茶 植物 分 类 处 理 观点 的 比较 


Table 4 Comparison of the four reseachers’ views dealing with the 11 Camellia- species 











分 类 群 张 宏 达 叶 创 兴 等 从 天 粮 等 梁 盛 业 竺 
taxa Chang Hung-Ta Ye Chang-Xing et al. Ming Tien-Lu etal. Liang Sing-Ye etal. 
C. fusuiensis =C. limonia = C. limonia = C. indochinensis # 
C. micrantha # # =C. parvipetala # 
C.achrysantha x x 
C. chrysanthoides * * = C. tokinensis # 
C. grandis * =C. flavida =C. flavida # 
C. zashiensis =C. parvipetala =C. flavida = C. tonkinensis x 
C. longzhouensis % =C.chrysanthoides = C. tonkinensis ¥ 
C. ptilosperma =C. grandis = C. flavida =C. flavida x 
C. longgangensis =C. flavida =C. flavida =C. flavida 
C. lonruiensis =C. limonia = C0. flavida # 
C. impressinervis 关 ¥* # 4 
* 表示 承认 该 种 。 


# The star indicates that the species is recognized by the author. 
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图 2 用 Jaccard 相似 性 系数 聚 类 分 析 产 生 的 树 状 分 支 图 
Fig.2 Dendrongram generated by using Jaccard’s coefficient of similarity( UPGMA) 


RAPD 分 析 结果 表明 , 扶 绥 金 花茶 小花 金 花 茶 和 中 东 金 花茶 间 关系 较 近 。 对 于 小 花 
金 花茶 , 闵 天 禄 等 认为 应 将 它 归 并 到 小 瓣 金 花 茶 , 其 他 几 位 研究 者 承认 本 种 ;对 于 扶 组 金 
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花茶 , 张 宏 达 和 叶 创 兴 等 认为 应 归 入 柠 机 黄金 花茶 , 闵 天 禄 等 认为 归 入 中 印 山 茶 C. in- 
dochinensis Merr ,而 闵 天 禄 等 认为 柠檬 黄金 花茶 是 中 印 山茶 ， 因 而 实际 上 在 这 一 点 上 以 
上 学 者 的 观点 是 一 致 的 ;而 关于 中 东 金 花茶 , 发 表 的 时 间 相 对 较 后 , 叶 创 兴 等 和 闵 天 禄 等 
未 作 处 理 , 张 宏 达 承 认 本 种 。 本 分 析 结 果 与 各 研究 者 的 观点 不 一 致 (图 2)。 

本 分 析 结果 也 表明 大 样 金 花茶 、 薄 叶 金 花茶 与 夏 石 金 花 茶 的 关系 较 近 , 这 也 与 各 学 者 
的 观点 不 一 致 。 大 样 金 花茶 作为 弄 岗 金 花茶 的 新 变种 发 表 时 ， 所 引证 的 模式 之 外 的 两 号 
标本 11437、11697 被 认为 属于 薄 叶 金 花 茶 ( 张 宏 达 , 1996), 说 明 这 2 个 种 的 形态 特征 较为 
相似 ， 这 就 不 难 解释 大 样 金 花茶 与 薄 叶 金 花 茶 为 什么 具有 较 大 的 遗传 相似 性 ;对 于 夏 石 
金 花 茶 , 张 宏 达 将 其 归并 到 小 瓣 金 花 茶 , 叶 创 兴 等 将 其 归并 入 柠檬 黄金 花茶 , 闵 天 禄 等 则 
将 它 归 并 到 东京 金 花茶 C. tonkinensis (Piatrd) Cohen, 而 他 认为 薄 叶 金 花茶 是 东京 金 花 
茶 , 本 研究 结果 较 接 近 闵 天 禄 等 的 观点 。 

龙 州 金 花茶 、 毛 籽 金 花茶 、 弄 岗 金 花茶 和 陀 瑞 金 花茶 分 布 于 广西 龙 州 县 、 赁 祥 市 \、 宁 明 
县 和 尝 左 县 ,地 理 位 置 接 近 , 并 都 生长 在 石灰 岩石 山 。 分 析 结 果 表 明 , 它们 之 间 的 关系 较 
近 , 这 与 各 研究 者 的 观点 也 不 尽 一 致 , 但 较 接近 阅 天 禄 等 的 观点 。 而 对 于 四 脉 金 花 茶 , 在 
形态 上 与 其 他 各 个 种 差异 较 大 , 本 分 析 结 果 与 之 相 易 合 。 
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